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まず，CS の酸産生抑制試験を行なった。また，比較試験として牛歯と Streptococcus 
mutans(以下 S.mutansと略す)を用いた抗菌性評価を行った。そこで，牛歯に付着した







った細菌付着量では，CS 群は APF群およびコントロール群に比べて 24 時間後に確認
された細菌付着量に有意な差が認められた(p＜0.01)。更に，CS 群では Live/Dead 染色
法及び走査型電子顕微鏡下で，バイオフィルムの形成が認められなかった。酸蝕を想定
した耐酸性と再石灰化試験では，コントロール群と比較して APF 群と CS 群は，優位
にミネラルロスが少なく，同等の脱灰抑制を示した。また，脱灰後の人工唾液接触によ
り CS 群は APF群と比較し再石灰化促進効果を有することが確認された。 











歯科疾患実態調査によれば，フッ化物塗布経験者の割合は昭和 44 年で 6.0%であっ
たが平成 28年には 62.5%に上昇しており，フッ化物の応用など様々な齲蝕予防により，
齲蝕は減少傾向にある 1)。平成 30 年度学校保健統計調査結果によると，幼稚園から高
校に所属するどの年代をみても齲蝕を有する者の割合は昭和 45 年から 50 年前半での
95%を境に年々減少し，平成 30 年ではピーク時の半分以下に減少している 2)。しかし
平成 30 年度の年齢別齲蝕有病者率を確認してみると，側方歯群交換期にあたる 10 歳
から 12 歳の前後の年齢では増加傾向にあり，17 歳では未だ 50%もの児童が永久歯齲
蝕に罹患しているのが現状である 2)。世界においても，WHO によれば 12 歳児 DMF者
率は先進国では減少傾向にあるが発展途上国では増加傾向にあると報告している 3)。そ
の事により 2018 年に国際小児歯科学会において初の Global Summit on Early 

























fluoride solution，以下 APFと略す)が幅広く使用されている 1)。APFはフッ化ナトリ
ウムに，正リン酸が加えられており，pH が酸性に調整されている点を特徴とする。こ
れはフッ化物の歯質への取り込み効果を促進するものである。さらに，近年は溶液より








である。しかし， APF は一度脱灰した歯面の再石灰化には長い期間が必要であり 21)，
















シロナ，東京)を利用して，CS の酸生成抑制効果を検討した。実験 II では牛歯エナメ
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両液 1 滴ずつ 



















1. CS 抽出液の作製とイオン濃度測定 
CS の液体Ａ(亜鉛-フッ素ガラス分散液，pH9)と液体Ｂ(リン酸，pH1)を 5 秒間混和
し，25 ml の脱イオン水を加え，遠心分離機(Model 4000，クボタ社製，東京)にて 4000 
rpm で 2 分間遠心分離を行い，上清をプラスチックシリンジで除去した。採取した析
出物を，恒温器(DKN402，ヤマト科学社製，東京)を用いて 120℃で 5 時間乾燥させ，
乳鉢にて解砕し，反応生成物として回収した。0.15ｇの反応物に 5ml の脱イオン水を


























脱イオン水 5 ml 
CS 抽出液 
 
A 液 1 ml 
B 液 1 ml 











 24 時間 
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２. CS による S. mutansの酸産生抑制試験 
S.mutans の菌液濃度が 1.25×107cfu/ml になるように調整した 4ml のカリオスタッ
ト®に 1ml の CS 抽出液(CS 群)もしくは対照群として 1ml の蒸留水を加え，37℃で 48
時間培養した。混合直後および培養後の培養液の色の変化と pH 測定を行った。試験管
の色の変化を，カリオスタット®の製品説明書から青(pH 7.0)，緑(pH 5.5)，黄緑色(pH 
4.5)，明るい黄色(pH 4.0)として観察した。各時間の pH 値の統計分析は有意水準 5%で







アイソメット TMLS(Buehler 社製，レイクブラフ)と卓上ボール盤 (TB-1131K，リョ




図 3：CS による S.mutans の酸産生抑制試験の手順 




9000ppm，B社製，以下 APF群)および CS 群(A液；亜鉛-フッ素ガラス分散液，B液；
リン酸水溶液，以下 CS 群)をメーカー指定の方法で試験体に塗布した。APF 群は歯面








2. in vitro 抗菌性評価 
1) 各試験体表面への S.mutansの播種と培養 
24 ウェルプレートに CS 群，APF 群およびコントロール群のエナメル質試験体を静
置し，各ウェルに 0.5%スクロース含有 BHI 液体培地 1ml を加えた後，菌液濃度を








で one‒way ANOVA および Tukey HSD を行った。 
 




24 および 72 時間培養後，各試験体を回収し，1ml 中 PBS(-)で洗浄した。その後，


















直径 2 mm のテフロンシールを貼付し，エナメル質露出部位が評価対象となる試験体
を作製した。 
 
熊谷 徹弥  新しいタイプの亜鉛・フッ素含有歯面コーティング材の抗菌性及び脱灰抑制に関する研究 
 
11 
2. 脱灰抑制および再石灰化の in vitro 評価 
エナメル質試験体を無作為に抽出し，コントロール群(無処理)，APF 群，CS 群の 3
群に分けた。APF群，CS 群は，実験Ⅱ.1と同様の手法で塗布した。脱灰抑制および再
石灰化の in vitro評価試験の手順を図 6 に示す。まず，口腔内に近い状態を再現するた
め，前処理として，各試験体を人工唾液 25)(20 mM HEPES，30 mM KCl，0.2 mM MgCl2・
6H2O，0.7 mM CaCl2，4 mM KH2PO4，0.3mM NaN3，pH7.0)に 24 時間浸漬した。
次に，50 mM クエン酸溶液 26)(50mM クエン酸，pH5.0)に浸漬することで酸蝕を想定
した脱灰を，37±1℃の恒温槽に 24 時間行った。その後，再石灰化を確認するため，再
び人工唾液に 10 日間浸漬した。それぞれの試料を以下の方法で比較した(N=3) 。  
 
図 6：脱灰抑制および再石灰化の in vitro 評価試験の手順 
  
各試験体の表面をⅡ.1 の同様の方法で，SEM を用いて表面構造を観察した。続いて，
24 時間クエン酸溶液浸漬後(脱灰)および 10 日間人工唾液浸漬後(再石灰化)の各群試験
体のエナメル質の中心を，精密低速切断機(Buehler 社製，レイクブラフ)を用いて，厚
さ 1 mm にスライスした。試験断面についてマイクロフォーカス X 線 CT (inspeXio 
SMX-225CT FPD Plus，島津製作所社製，京都)を用いてX線透過像を撮影した(70kV，

















(クエン酸 24 時間浸漬後ミネラルロス)−(人工唾液 10日間浸漬後ミネラルロス) 
クエン酸 24 時間浸漬後ミネラルロス 
× 100 




Ⅰ. ケアダインシールド® (CS)の酸産生抑制効果 
1. CS溶出液の亜鉛およびフッ化物イオン濃度 
亜鉛イオン濃度およびフッ化物イオン濃度の平均値(±標準偏差)は，それぞれ
25.3(±0.9)ppm および 52.0(±2.0ppm)であった。  
2. CSによる S.mutansの酸産生抑制試験 
S.mutans(1.25×107cfu/ml)を含むカリオスタット®に CS 抽出液 1ml(CS 群)もしくは
蒸留水 1ml(対照群)を混合直後および 48 時間培養後の色の変化と pH 変化を図 8 に示
す。混合直後はいずれも青色(pH 7.0±0.1)を呈していたが，48 時間培養後，対照群は
黄緑色(pH 4.6±0.1)に，CS は緑色(pH 6.1±0.1)に変化した。48時間培養後の CS群の
pH と対照群の pH の間には有意差(p<0.05)を認めた。 
 
  
図 8：S.mutans(1.25×107cfu/ml)を含むカリオスタット®に CS 抽出液 1ml(CS 群)もし
くは蒸留水 1ml(対照群)を混合直後および 48 時間培養後の色の変化と pH 変化 
 
48 時間培養後 混合直後 
CS 群 CS 群 対照群 対照群 
pH:7.0±0.1        7.0±0.1 pH:6.1±0.1         4.6±0.1 
＊ ＊:p<0.05 






たエナメル質試験体(CS群)に対して S.mutans(1.0×106cfu/ml )を播種し，12, 24, 48 お
よび 72 時間培養した各試験体表面における細菌付着量を図 9 に示す。いずれの群にお
いても時間の経過とともに細菌付着量が増加したが，CS 群はコントロール群および
APF群に比べ，増殖抑制傾向を示した。培養 12時間では３群間に有意差を認めなかっ
たが，培養 24 時間および 48 時間では 3 群間に有意差を認めた。培養 72 時間ではコン
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2. Live/Dead 染色法による試験体表面に付着した細菌の観察 
Live/Dead 染色法により染色したエナメル質試験体(コントロール群，APF 群および
CS 群)の蛍光顕微鏡像を図 10 に示す。全群の 24時間および 72 時間培養した試験体表
面においてS.mutansの生細胞(緑色)は観察されたが死細胞(赤色)は観察されなかった。
コントロール群およびAPF群においては 24時間培養した試料表面に生細胞(緑色)が認
められ(図 10 A, B)，72時間培養した試料表面では生細胞(緑色)の集合体を認めた(図 10 
D, E)。これに対し，CS群においては生細胞(緑色)の付着が見られたものの，その付着
量はコントロール群や APF 群に比べ圧倒的に少なかった(図 10 C, F)。  
 
24 時間後 
   
 
72 時間後 
   
コントロール群         APF群            CS 群 
図 10： Live/Dead 染色法により染色したエナメル質試験体(コントロール群，APF 群
および CS群)の蛍光顕微鏡像(×20) 培養 24時間：A, B, C，培養 72時間：D, E, F 
  
100 μm 
100 μm 100 μm 100 μm 
100 μm 
A B C 
 E F 
100 μm 
D 




培養 24 時間および 72時間後のエナメル質試験体(コントロール群，APF群，および
CS 群)表面に付着した細菌の SEM 像を図 11 に示す。全群において 24 時間および 72
時間培養した試験体表面において S.mutans を認めた。コントロール群と APF 群では
24 時間および 72 時間培養した試験体表面では S.mutansが数珠状に連鎖し，集塊状に
積層していた(図 11 A，B，D，E)。これに対し，CS 群はコントロール群と APF 群に
比べ，圧倒的に付着細菌数が少なかった。24 時間培養後の S.mutans は単体で散在し
ており(図 11 C) ，72 時間培養には数珠状に連鎖していたが，コントロール群や APF
群のような，集塊状の S.mutansは認められなかった(図 11 F)。 
 
24 時間後 
   
 
72 時間後 
   
コントロール群          APF群            CS群 
図 11：培養 24 時間および 72 時間後のエナメル質試験体(コントロール群，APF群，
および CS群)表面に付着した細菌の SEM 像(×3.000) 培養 24 時間：A, B, C，培養
72 時間：D, E, F  
A B C 
D E F 
1μm 
 
1μm 1μm 1μm 
1μm 1μm 






表面(図 12 A)には研磨痕と思われる方向性のある線状構造が存在していたが，APF 処
理によりエナメル小柱間質が選択的に脱灰されていた(図 12 E)。また，CS処理では 0.1




で覆われていた(図 12 B)。引き続き，この試料をクエン酸溶液に 24時間浸漬するとエ
ナメル小柱間質が明瞭化されたが(図 12 C)，再び，人工唾液に 10 日間浸漬すると表面
は粒子状物質で覆われ，クエン酸浸漬前と同様な構造が観察された(図 12 D)。APF 群
では，APF 処理により粗造化した表面(図 12 E)が人工唾液浸漬による粒子状物質の堆
積により平滑化した(図 12 F)。引き続き，この試料をクエン酸溶液に 24時間浸漬する
とコントロール群で見られたようなエナメル小柱間質の明瞭化は認められなかったが，
はっきりとした粗造化が認められた(図 12 G)。再び，人工唾液に 10 日間浸漬すると，
表面は粒子状物質の堆積による平滑化が認められたが，局所的に粗造構造の残存が確認
された(図 12 H)。CS 群では，処理により粒子が表面を覆った様子が観察されたが(図
12 I)，人工唾液に 24 時間浸漬した後もほぼ同様の表面構造が認められた(図 12 J)。引
き続き，この試料をクエン酸溶液に 24 時間浸漬すると粒子状構造物は認められなくな
ったが，他群で観察されたような粗造化は生じていなかった(図 12 K)。再び，人工唾液
に 10 日間浸漬すると，粒子状物質の堆積による平滑化が認められた(図 12 L)。 
 
  


















図 12：エナメル質試験体(コントロール群，APF群，および CS 群)のエナメル質試験体
の塗布直後，人工唾液浸漬 24 時間後およびクエン酸溶液浸漬 24 時間後，人工唾液浸
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図 13：エナメル質試験体(コントロール群，APF 群および CS 群)のクエン酸溶液浸漬
24 時間後(脱灰)，引き続き人工唾液浸漬 10日間後(脱灰＋再石灰化)のミネラルロス 
 
  
コントロール群 APF 群 CS 群 




エナメル質試験体(コントロール群，APF 群および CS 群)のクエン酸溶液浸漬 24 時
間後(脱灰)，引き続き人工唾液浸漬 10 日間後(再石灰化)のミネラルロス値より算出した
再石灰化率を図 14に示す。CS 群では APF群(18.6%)やコントロール群(30.4%)と比較
して有意に高い再石灰率(65.9%)を認めた。コントール群と APF 群の間には有意差を






図 14：エナメル質試験体(コントロール群，APF 群および CS 群)のクエン酸溶液浸漬
24 時間後(脱灰)，引き続き人工唾液浸漬 10 日間後(再石灰化)のミネラルロス値より算
出した再石灰化率(%) 
  
コントロール群 APF 群 CS 群 














実験 I では最初に CS の反応による生成物からのイオン溶出について検討した。CS
の液体 A と液体 B の反応により生成した物質は少量のため同定が困難であったが，生
成物 0.15ｇを 5ml の脱イオン水に加え 24 時間攪拌したところ，約 25 ppm の亜鉛イ
オンと約 52 ppm のフッ化物イオンの溶出が認められた。BioUnionTMfiller からのイオ
ン溶出に関する報告によると，BioUnionTMfiller を pH7.0 の水に(0.04g/0.3ml)24 時間
攪拌しながら浸漬すると約 6 ppmの亜鉛イオンと約 80 ppm のフッ化物イオンが溶出







る齲蝕活動試験では 48 時間培養後の色の変化を評価するため 27)，本実験でも 48 時間
培養後の色を評価した。CS 群はコントロール群に比べ，培養前後の色および pH 変化









れている 18)。本実験により CS 反応生成物から亜鉛イオンとフッ化物イオンが溶出する
ことが確認されていることから，CS 反応生成物から溶出した亜鉛イオンおよびフッ化









められ，CS の塗布は APF の塗布に比べて有意に抗菌性を高めることが明らかとなっ
た。Live/Dead染色法で S.mutansのバイオフィルム形成を検討した Chen H らの報告
33)および SEM で S.mutans のバイオフィルム形成を検討した Yu Fらの報告を 34)を参
考にすると，本実験における 24 時間培養後のコントロール群および APF 群には既に
バイオフィルムが形成していると考えられるが，CS 群は 72 時間培養後においても明
瞭なバイオフィルムは形成しておらず，CS の塗布はバイオフィルムの形成抑制にも寄
与することが明らかとなった。CS は亜鉛イオンとフッ化物イオンが溶出します。





















ル質齲蝕予防材として主流の APF を塗布した場合と比較した。In vitro でエナメル質
の脱灰を評価する条件としては酸蝕を想定し 25)，クエン酸溶液(pH5.0)を用いた。コン
トロール群において，クエン酸溶液浸漬後にはエナメル小柱間質が明瞭化していたこと




























みたところ，APF 群と CS 群はコントロール群に比べ有意に脱灰抑制効果が表れた。
APF 群と CS 群では有意差を認めなかった。したがって，APF と CS においては同等
の脱灰抑制効果を有することになる。前述のとおり，APFにはフルオロアパタイト 19,20)，
また CS においてはリン酸亜鉛 23)が歯面表面に存在するため，耐酸性が高くなる。この
事から APFと CSは脱灰抑制効果有すると思われる。 
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